异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是目前治愈高危急性白血病的有效方法之一，尽管随着移植方法等的发展与改进，移植相关死亡率明显下降，然而移植后早期复发仍然是导致移植失败的主要因素[@b1]。随着移植后微小残留病（MRD）监测技术的发展，基于MRD阳性早期预防性治疗成为移植后具有复发趋势患者的合理选择。免疫介导移植物抗白血病效应（GVL）在清除残留病灶和控制复发中起着重要作用，供者淋巴细胞输注（DLI）作为目前免疫治疗的重要方法之一，疗效肯定[@b2]。然而，无法施行DLI及DLI一定程度上诱发和加重移植物抗宿主病（GVHD），使得探讨如何选择合适方法降低allo-HSCT后疾病复发亟待解决。干扰素（IFN）通过调节T、B淋巴细胞免疫活性，增强细胞毒性T淋巴细胞（CTL）、巨噬细胞及NK细胞活性，发挥GVL效应[@b3]；白细胞介素2（IL-2）通过促进CTL、NK细胞活性，提高产生IFN水平，发挥GVL效应[@b4]。IFN可显著增强IL-2体外激活的细胞毒作用[@b5]，且IL-2可通过调节CD4^+^Foxp3^+^调节T细胞，从而减少慢性GVHD的发生[@b6]。然而，临床对于IFN联合IL-2治疗移植后高危及MRD升高患者最佳用药方案及疗效仍无定论。我们尝试将IFN联合IL-2预防性应用于移植后高危及治疗性应用于具有复发趋势患者，并初步观察其临床疗效和安全性。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2014年6月至2018年3月我科收治的19例allo-HSCT后高危及MRD升高接受IFN联合IL-2治疗患者纳入研究。高危患者诊断标准：①初发时存在预后不佳的细胞遗传学、分子生物学特征。②两个疗程诱导治疗未达完全缓解（CR）。③移植前处于CR~2~及以上或未缓解及MRD未转阴。纳入标准：allo-HSCT +30、+60、+100 d持续缓解的高危患者及移植后定期检测骨髓形态学、MRD、供者嵌合率（STR），出现以下情况的患者：①骨髓形态学异常细胞增高，但\<10%；②MRD由阴转阳或拷贝数增高；③和（或）STR逐渐降低。排除标准：植入失败、存在重症感染、应用治疗前存在Ⅱ度及以上GVHD。其中男12例，女7例；中位年龄30（13\~54）岁。按疾病类型：急性髓系白血病（AML）15例，急性淋巴细胞白血病（ALL）4例。按供者来源：同胞全相合移植9例，亲缘HLA单倍体移植5例，无关HLA全相合移植5例。按干细胞来源：外周血干细胞移植14例，骨髓联合外周血干细胞移植5例。19例患者中，高危17例，中危2例；6例CR状态下移植，8例在部分缓解（PR）状态下移植，5例在未缓解（NR）状态下移植。19例移植后未出现Ⅱ度以上急性GVHD（aGVHD），均出现不同程度、部位的慢性GVHD（cGVHD）。19例患者临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### IFN联合IL-2治疗异基因造血干细胞移植术后高危及微小残留病升高患者临床情况

  例号    性别   年龄（岁）   诊断  染色体                                                          基因突变               移植前状态   危险分层   移植供者
  ------ ------ ------------ ------ --------------------------------------------------------------- --------------------- ------------ ---------- ----------
  1        女        33       AML   45，XX，−16，der（21）t（16;21）（p11;q22）\[29\]               TLS-ERG                    PR         高危       URD
  2        男        29       AML   正常核型                                                        无                         PR         高危       MMRD
  3        男        29       AML   正常核型                                                        无                         PR         高危       URD
  4        男        30       AML   正常核型                                                        TP53、IDH2                 NR         高危       MSD
  5        男        50       AML   正常核型                                                        CEBPA、TET-2、ASLX1        PR         高危       MSD
  6        男        33       AML   46,XY,−7,t（3;6）（q22;q26）\[6\]                               无                       CR~2~        高危       MSD
  7        男        18       ALL   46,XY,der（19）t（1;19）（q23;p13）,inc\[3\]                    E2A/PBX1                   PR         高危       MSD
  8        女        14       ALL   复杂核型                                                        E2A/PBX1                   NR         高危       MSD
  9        男        38       AML   46,XY,+8\[10\]                                                  TET-2、DNMT3A            CR~2~        高危       MSD
  10       女        19       AML   46,XX,t（6;9）（p23;q34）\[16\]/46,XX\[4\]                      FLT3-ITD                 CR~1~        高危       MMRD
  11       男        14       AML   正常核型                                                        CBFB-MYH11                 NR         高危       MMRD
  12       男        35       AML   正常核型                                                        RUNX1                      PR         高危       MSD
  13       男        29       AML   45,X,−Y,t（8;21）（q22;q22）\[4\]/46,idem,+19\[5\]/46,XY\[1\]   AML-ETO、C-kit             PR         高危       URD
  14       男        54       AML   正常核型                                                        无                         PR         高危       MSD
  15       男        43       AML   正常核型                                                        IDH1                       NR         高危       URD
  16       男        16       ALL   正常核型                                                        无                         NR         高危       URD
  17       男        27       AML   正常核型                                                        无                       CR~1~        中危       MSD
  18       女        45       AML   正常核型                                                        无                       CR~1~        中危       MSD
  19       男        15       ALL   正常核型                                                        IKZF、NOTCH              CR~2~        高危       MSD

注：ALL：急性淋巴细胞白血病；AML：急性髓系白血病；MSD：相合同胞供者；URD：非血缘供者；MMRD：亲缘配型不相合供者；CR：完全缓解；PR：部分缓解；NR：未缓解

2．治疗方法：IFN-ɑ2b联合IL-2方案：①MRD阳性患者治疗性应用方案：IFN-ɑ2b 300万U，皮下注射，隔日1次；IL-2 100万U，皮下注射，每日1次，待复发趋势扭转，或患者出现GVHD，改为维持2周，休息2周，4周为1个疗程。②高危患者预防性应用方案：+100 d予以IFN-ɑ2b 300万U，皮下注射，隔日1次；IL-2 100万U，皮下注射，每日1次，维持2周，休息2周，4周为1个疗程。治疗后每个疗程复查一次骨髓形态学、MRD及STR，监测病情进展情况。停用标准：①患者不耐受；②应用1个月后疾病进展；③出现Ⅲ度以上GVHD或持续存在的cGVHD。

3．治疗期间不良事件的发生及处理原则：按照WHO急性和亚急性不良反应分级标准评定不良反应。治疗期间定期监测血常规和肝肾功能，针对药物引起的骨髓抑制，采取输注相应血制品和使用。当患者出现发热或寒战合并感染时，常规进行血培养及病毒检测，并按经验予以广谱抗生素治疗，同时予以口服伏立康唑（200 mg，每日2次）预防真菌感染，常规抗生素治疗5\~7 d无效或者CT提示真菌感染者给予静脉抗真菌治疗。口服阿昔洛韦预防病毒及复方磺胺甲噁唑预防卡氏肺囊虫。对于Ⅱ度aGVHD，调整IFN及IL-2治疗剂量，并密切监测GVHD。Ⅲ度及以上aGVHD或广泛型cGVHD，停用IFN及IL-2治疗，并予以抗GVHD治疗。

4．疗效评价标准及随访：疗效标准具备以下任一情况即为有效。骨髓形态学原幼细胞下降比例≥60%；MRD转阴或\<1×10^−3^；特异性融合基因转阴或下降比例≥60%；STR达到稳定嵌合状态。应用1个月后未出现上述改善及疾病进展为无效。随访截至2018年5月15日。中位随访时间8（1\~16）个月。末次随访疾病状态包括持续缓解、复发、死亡，随访方式包括电话随访、门诊复查、查阅病历。

5．统计学处理：采用描述性方法进行统计分析。

结果 {#s2}
====

1．疗效：19例患者均顺利完成治疗。其中10例高危患者+30、+60、+100 d均处于CR状态，且未出现GVHD，为降低复发，预防性应用IFN及IL-2（[表2](#t02){ref-type="table"}）。9例患者MRD升高治疗性应用IFN及IL-2，其中7例高危患者+100 d内出现MRD升高，2例中危患者移植后期出现MRD升高（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### IFN联合IL-2抢先预防性治疗异基因造血干细胞移植后高危患者疗效及转归

  例号    应用时间（有效疗程）   移植至复发时间（d）   残留监测   治疗相关GVHD   治疗相关不良反应   疗效及转归                                                              
  ------ ---------------------- --------------------- ---------- -------------- ------------------ ------------ ---------------------------- ------------------------------ ---------------------------------------------------------------------------------------------------
  1         5个月（5个疗程）                             阴性         阴性                          97%～100%   局限型皮疹                   发热、肌肉酸痛轻度血细胞降低   目前IFN、IL-2维持治疗，持续无复发生存达8个月余
  2         7个月（7个疗程）             310              1%          3.5%                             90%      局限型皮疹                   发热、肌肉酸痛轻度血细胞降低   IFN、IL-2维持治疗持续无复发生存达10个月余，MRD增高，予以CHAG联合DLI
  3        11个月（11个疗程）            430             0.5%         5.8%                             92%      局限型皮疹                   肌肉酸痛轻度血细胞降低         IFN、IL-2维持治疗持续无复发生存达14个月余，MRD增高，增加IFN、IL-2频次再次获得CR后因重症肺炎死亡。
  4         3个月（3个疗程）             190              2%          8.5%                             89%      局限型皮疹轻度肝损伤、眼涩   发热、肌肉酸痛轻度血细胞降低   IFN、IL-2维持治疗持续无复发生存达6个月余，MRD增高、增加IFN、IL-2频次并联合DLI达CR后1个月再次复发
  5         2个月（2个疗程）                             阴性         阴性                          97%～100%   轻度肝损伤                   发热、肌肉酸痛                 IFN、IL-2维持治疗持续无复发生存达5个月余
  6         3个月（3个疗程）                             阴性         阴性                          97%～100%   轻度肝损伤                   发热、肌肉酸痛                 目前IFN、IL-2维持治疗，持续无复发生存达5个月余
  7         4个月（4个疗程）                             阴性         阴性             阴性         97%～100%   广泛型皮疹肝脏损伤           发热、肌肉酸痛                 IFN、IL-2维持治疗4个月余出现广泛皮疹，持续无复发生存达7个月余后出现眼球髓外侵犯
  8         7个月（7个疗程）                             0.5%         阴性             阴性         97%～100%   广泛型皮疹轻度肝损伤         肌肉酸痛                       IFN、IL-2维持治疗持续无复发生存7个月余后出现中枢侵犯
  9         2个月（2个疗程）                             阴性         阴性                          97%～100%   轻度肝损伤                   肌肉酸痛                       IFN、IL-2维持治疗中，持续无复发生存5个月余
  10        5个月（5个疗程）                             阴性         阴性                          97%～100%   无                           发热                           IFN、IL-2维持治疗中，持续无复发生存8个月余

注：GVHD：移植物抗宿主病；DLI：供者淋巴细胞输注；MRD：微小残留病

###### IFN联合IL-2治疗异基因造血干细胞移植后微小残留病（MRD）升高患者疗效及转归

  例号    应用时间（有效疗程）   移植至复发时间（d）   残留监测（%）   治疗相关GVHD   治疗相关不良反应   疗效及转归                                                            
  ------ ---------------------- --------------------- --------------- -------------- ------------------ ------------ -------------------------- ------------------------------ ----------------------------------------------------------------------------------------------
  11        8个月（8个疗程）             95                  5             8.5             0.005             90      皮肤局限型皮疹             发热、肌肉酸痛轻度血细胞降低   IFN、IL-2治疗1疗程后持续无复发生存2月余，后再次复发，予以IFN、IL-2联合CHG+DLI达CR，2月后复发
  12       10个月（10个疗程）            35                 0.8            0.44                              93      皮肤局限型皮疹轻度肝损伤   发热、肌肉酸痛                 IFN、IL-2治疗1疗程后持续无复发生存10月余
  13        4个月（4个疗程）             70                  4             6.4             0.0035            92      轻度肝损伤                 发热、肌肉酸痛轻度血细胞降低   IFN、IL-2治疗1疗程后持续无复发生存3月余，后再次复发，予以IFN、IL-2联合CHAG未缓解
  14       12个月（10个疗程）            65                  5             0.82                              93      皮肤局限型皮疹轻度肝损伤   肌肉酸痛、轻度血细胞降低       IFN、IL-2治疗2疗程后持续无复发生存12月余
  15        5个月（5个疗程）             75                  6             6.5                               90      轻度肝损伤                 发热、肌肉酸痛血细胞降低       IFN、IL-2治疗2疗程后缓解无复发生存5月余
  16        1个月（1个疗程）             70                  8             1.2                               89      无                         发热、肌肉酸痛                 IFN、IL-2治疗1疗程后疾病进展
  17        5个月（5个疗程）             735                 6             5.4                               91      皮肤局限型皮疹             发热、肌肉酸痛                 移植后2年余残留增高，IFN、IL-2治疗2疗程后持续无复发生存1年余
  18        4个月（4个疗程）             675                 2             3.6                               90      皮肤局限型皮疹             发热                           移植后近2年残留增高，IFN、IL-2治疗2疗程后持续无复发生存1年余
  19        1个月（1个周期）             73                  1             7.3                               91      无                         发热                           IFN、IL-2治疗1疗程后疾病进展

注：GVHD：移植物抗宿主病；DLI：供者淋巴细胞输注；MRD：微小残留病

高危预防性应用IFN及IL-2的10例患者中，8例为AML allo-HSCT后患者，5例应用治疗无复发生存至今；3例出现MRD增高，其中1例应用治疗持续无复发生存达10个月后MRD增高，增加IFN、IL-2频次并联合DLI再次获得CR；1例应用治疗持续无复发生存达14个月后MRD增高，增加IFN、IL-2频次再次获得CR，后因重症肺炎死亡；1例应用治疗持续无复发生存达6个月余后MRD增高，增加IFN、IL-2频次并联合DLI达CR后1个月再次复发。2例为ALL allo-HSCT后患者，其中1例应用治疗持续无复发生存4个月后出现广泛皮疹停用，持续无复发生存达7个月余后出现眼球髓外侵犯；1例应用治疗持续无复发生存7个月余后出现中枢神经系统侵犯。

MRD升高治疗性应用9例患者，移植后出现复发趋势的中位时间为210（35\~735）d。7例患者治疗有效，获得疗效的中位疗程为1.5（1\~2）个疗程，其中1例应用1个疗程后持续无复发生存2个月后再次复发，予以IFN、IL-2联合CHG（高三尖杉酯碱、阿糖胞苷、粒细胞集落刺激因子）+DLI达CR，2个月后疾病进展；1例应用1个疗程后持续无复发生存3个月余后再次复发，予以IFN、IL-2联合CHAG（高三尖杉酯碱、阿糖胞苷、阿柔比星、粒细胞集落刺激因子）未缓解。2例患者治疗无效。

19例患者中位随访8（1\~16）个月。10例患者无复发生存至今，9例患者死亡，其中6例死于疾病血液学复发，2例死于疾病髓外侵犯，1例死于重度肺部感染。

2．不良反应：19例患者对IFN联合IL-2的治疗均显示出较好的耐受性，未发生治疗相关死亡，未出现严重不良反应。治疗过程中主要不良反应为发热、肌肉酸痛，个别患者出现食欲减低。8例患者出现全血细胞一过性降低。2例患者出现Ⅱ度aGVHD，以颜面部及四肢广泛性斑丘疹及胆红素进行性增高为主要临床表现，通过调整应用剂量及抗GVHD治疗后缓解。10例患者出现皮肤局部cGVHD，未予特殊处理。7例患者出现肝功能轻度损伤，予以保肝治疗后好转。1例患者MRD转阴后2个月出现持续性菌群失调导致腹泻，停用治疗并予以粪菌移植后好转。

讨论 {#s3}
====

allo-HSCT是目前治疗高危恶性血液病的最有效手段之一。随着移植技术、方案优化、供者选择及支持治疗等方面的不断改善，移植相关死亡率明显下降，然而移植后复发成为制约移植是否成功的关键因素[@b1]。

移植后影响复发的相关因素较多，主要与疾病类型、移植前疾病状态、cGVHD、白血病细胞免疫逃逸、免疫调控失效等因素相关[@b7]。移植前及移植后MRD水平与移植后复发风险呈正相关[@b1]。移植后白血病细胞基因突变，导致生物学特性改变，降低GVL效应[@b8]。移植后NK细胞、Treg细胞及抗原提呈细胞（APC）等免疫相关细胞恢复情况与疾病复发密切相关[@b7]。多因素分析表明，cGVHD的存在有利于减少复发风险，且为移植后疾病低复发的独立危险因素[@b9]。

allo-HSCT患者早期一旦复发，可供选择的方法有限，除据病情调整免疫抑制剂外，免疫治疗是患者重要的首选方案，DLI疗效肯定，然而无法获得合适DLI及一定程度上加重GVHD使其应用受限。IFN-ɑ2b能够促进树突细胞分化、成熟及抗原提呈能力，激活CD8^+^T细胞，促进CTL形成，激活NK细胞及巨噬细胞活性[@b3]。IFN对各种类型白血病均有效，CML疗效显著，AML疗效其次，ALL疗效最差，且低肿瘤负荷早期抢先应用疗效更佳[@b10]。维持血清IFN高浓度能够产生持续长久的GVL效应，与疗效呈正相关[@b11]。IL-2通过与其受体结合，诱导CD3^+^CTL及CD56^+^NK细胞等免疫细胞增殖，促进肿瘤坏死因子及IFN等因子的释放，促进患者免疫重建，强化GVL效应，最大程度清除残留[@b12]。

同时美国国家癌症研究所移植后复发患者诊治指南提示，对于MRD持续阳性的患者应尽早通过细胞治疗、免疫治疗等抢先治疗，尽可能清除残留。对于移植后MRD升高但未达血液学复发患者，由于肿瘤负荷低，给予细胞免疫治疗，均可获得较强的GVL效应，较复发后治疗取得更好的疗效[@b13]。对于移植前未达CR的高危患者，Sonh等[@b14]报道17例移植后高危患者中，7例在移植后即予以预防性DLI，4例达无复发生存，未接受预防性DLI组10例患者中，8例最终复发。对于部分高危患者，移植后MRD升高，仅仅予以单种药物治疗，仍未能避免复发。因此，基于以上因素，如何在移植后早期筛选出高危患者并选择合适方案、合适时机治疗，从而在不引发重度GVHD的情况下降低移植后复发率值得探究。

综上所述，基于allo-HSCT后高危及MRD阳性患者复发率高、再次获得血液学缓解率及生存率低等特点，结合IFN、IL-2上调免疫调节及GVL机制，我们尝试采用IFN联合IL-2治疗allo-HSCT后高危及MRD升高患者。10例患者为+100 d内持续CR状态下高危患者预防性应用治疗，7例患者有效，5例无复发生存至今，3例出现疾病血液学复发，2例出现髓外侵犯，且预防性治疗应用中位时间10（6\~14）个月后MRD升高。9例为MRD升高治疗性应用患者，7例患者治疗中位疗程为1.5（1\~2）个疗程后MRD转阴，但1例应用1个疗程后持续无复发生存2个月后再次复发；1例应用1个疗程后持续无复发生存3个月余后再次复发；2例患者治疗无效；5例无复发生存至今。高危患者移植后复发率仍较高，但通过对移植后MRD动态监测并抢先用药使得高危患者受益，本研究中IFN联合IL-2总体有效率为73%，截至随访截止日，10例患者无复发生存至今，9例患者死亡，进一步证实IFN联合IL-2治疗高危及MRD阳性具有复发趋势患者可有效控制病情进展，降低复发。本研究中GVHD总发生率为63%，其中aGVHD发生率为10%，cGVHD发生率为52%，均为局限型cGVHD，不仅未影响患者的正常生活，而且长期维持GVL效应，从而降低复发率，维持长期生存。

总之，本研究初步研究结果提示allo-HSCT后高危及MRD阳性具有复发趋势患者，根据MRD情况应用IFN联合IL-2预防及治疗安全且有一定疗效。但由于本研究为小系列，回顾性分析，且随访时间短，长期疗效及安全性需扩大病例及长期随访来加以回答。
